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摘要 :目的 观察 栅 皮 素 对 内 毒素 心肌 损伤 心肌 的 保护 作用 。 方 法 C57BL/6J 小 鼠 随 机 分 为 阴性 对 照 组 LA He ROSE RR AH. 内 
毒素 血 症 组 以 及 榭 皮 素 干 预 组 。 阴 性 对 照 组 给 予 等 体积 生理 盐水 腹腔 注射 , 榭 皮 素 干预 组 大 鼠 食 用 含 按 榭 皮 素 的 鼠 饲 料 
(100 mg 上 kg)。 内 毒素 组 小 鼠 腹 腔 注射 LPS(10mg/kg) 诱 导 内 毒素 血 症 模型 。 榭 皮 素 干预 组 大 鼠 先 食 用 含 榭 皮 素 (100 mg/kg) 
的 饲料 7 d 后 ,腹腔 注射 LPS(10mg/kg)。6h 后 超声 心动 仪 测定 小 鼠 心 功能 ;Western blot 法 检测 小 鼠 心肌 组 织 Bax .Bcl-2 .NOS 
和 eNOS 表 达 水 平 , 以 及 血清 中 NO 含量 。 同 时 ,记录 小 鼠 5 d 生 存 率 ,并 描绘 生存 曲线 。 结 果 榭 皮 素 预 处 理 后 ,与 内 毒素 组 相 
比 ,小 鼠 心 肌 功 能 显著 得 到 了 改善 ;内 毒素 组 小 鼠 心肌 组 织 中 iNOS 和 蛋白 水 平 增高 ,eNOS 水 平 降低 。 而 经 榭 皮 素 干 预后 ,iNOS 
蛋白 表达 量 明 显 降低 ,eNOS 表达 水 平 增高 ;LPS 处 理 后 ,Bax 显著 增高 ,Bcl-2 轻 微 降低 。 榭 皮 素 干 预后 ,Bax 降 至 对 照 组 水 平 ， 
Bax/Bcl-2 比值 降低 ; 内 毒素 组 小 鼠 血 清 NO 水 平 增高 近 3.5 倍 。 榭 皮 素 处 理 后 ,NO 含量 明显 降低 (P<0.05); 内 毒素 组 5d 后 小 鼠 
生存 率 为 10% ,而 榭 皮 素 干 预 组 生存 率 达 45%(P<0.05)。 结 论 榭 皮 素 可 减轻 LPS 所 致 的 小 鼠 心 功能 不 全 ,改善 生存 率 。 
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Abstract: Objective To evaluate the protective effect of quercetin against lipopolysaccharide (LPS)-induced cardiac injury in 
mice. Methods C57BL/6] mice were randomized into 4 groups to receive intraperitoneal injection of saline (negative control) or 
LPS (20 mg/kg), or fed with quercetin (100 mg/kg for 7 days) with or without subsequent LPS injection (quercetin*LPS group 
and quercetin control group, respectively). Six hour after LPS injection, the mice were tested for cardiac function with an 
echocardiograph, and the protein expressions of Bax, Bcl-2, iNOS, and eNOS in the myocardium were evaluated with Western 
blotting; serum NO concentration was also measured. The survival of the mice within 5 days after LPS injection was recorded 
to draw the survival curve. Results Quercetin pretreatment significantly improved the cardiac function of LPS-challenged 
mice (P«0.05), and attenuated LPS-induced increment in myocardial iNOS expression and decrement in eNOS level. LPS 
significantly increased the myocardial Bax expression and slightly decreased Bcl-2 expression; quercetin pretreatment 
decreased Bax expression to the control level and significantly lowered Bax/Bcl-2 ratio as compared with the LPS group. Serum 
NO level was significantly increased by nearly 2.5 folds in LPS-challenged mice, but was markedly decreased with quercetin 
pretreatment (P«0.05). The 5-day survival rate of LPS-treated mice was 1076, which was increased to 45% in quercetin- 
pretreated mice (P«0.05). Conclusion Quercetin can alleviate LPS-induced cardiac dysfunctions in mice to increase their 
survival rate following LPS challenge. 
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内 毒素 血 症 及 其 所 导致 的 感染 性 休克 是 临床 上 最 
常见 的 危重 病 ,心脏 是 最 常 受 累 器 官 之 一 。 一 氧化 氮 
(NO) 广 泛 参 与 了 感染 性 休克 等 过 程 ,如 细胞 间 的 信号 
传递 ,包括 血管 等 缩 .炎症 反应 以 及 神经 传递 等 生理 过 
程 。 其 在 心血 管 系统 疾病 中 的 作用 日 益 受到 重视 ” 。 
在 某 些 病理 条 件 下 ,NO 能 够 与 各 种 超 氧 阴离子 反应 生 
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成 活性 氮 类 (如 ONOO-)。 感 染 性 休克 条 件 下 ,活性 所 
的 大 量 产生 可 导致 硝化 应 激 的 发 生 , 后 者 可 引起 DNA 
的 不 可 逆 性 损伤 ,以 及 低 密 度 脂 和 蛋白 氧化 和 酷 氨 酸 硝 基 
化 等 改变 5。ONOO- 也 可 导致 线粒体 内 ATP 的 生成 减 
少 及 通 透 性 增加 ,从 而 降低 其 膜 电位 ,导致 细胞 凋 亡 级 
联 损伤 5。 硝 化 应 激 可 贯穿 感染 性 休克 的 整 过 阶段 ,万 
其 是 在 休克 发 生 的 早期 。 因 此 ,通过 药物 干预 活性 氮 的 
产生 ,降低 其 介 导 的 硝化 应 激 的 反应 程度 ,可 能 降低 内 
毒素 血 症 所 致 的 感染 性 休克 心肌 损伤 的 严重 程度 。 栅 
皮 素 是 一 种 广泛 存在 于 自然 界 的 黄酮 化 合 物 ,具有 良 
好 的 抗 炎 、 抗 氧化 、 抗 粘 附 的 作用 “。 研 究 显示 构 皮 素 
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可 明显 提高 内 毒素 所 致 的 病理 损伤 *, 然 而 其 是 否 对 
内 毒素 感染 休克 引起 的 心肌 损伤 有 保护 作用 尚未 见报 
道 。 本 研究 拟 通过 腹腔 注射 LPS 诱 导 内 毒素 心肌 损伤 
模型 ,观察 榭 皮 素 处 理 后 ,能 否 改善 小 鼠 的 心 功 能 和 生 
存 率 。 并 进一步 观察 小 鼠 心 肌 组 织 硝化 应 激 水 平 ,从 
而 为 榭 皮 素 在 内 毒素 血 症 所 致 心肌 损伤 的 治疗 提供 实 
验 依据 。 


1 材料 与 方法 
1.1 主要 实验 试剂 与 仪器 

榭 皮 素 购 自 Sigma 公司 (Q4951) ,8~10 周 龄 的 SPF 
级 雄性 C57BL/6J 小 鼠 购 自 湘南 学 院 实验 动物 中 心 。 
Trizol 试 剂 为 大 连 宝 生物 生 工 生物 公司 产品 。NO 检 测 
试剂 盒 购 自 南 京 建成 生物 工程 研究 所 。 抗 诱导 型 NO 
合成 酶 (inducible nitric oxide synthase, iNOS) 内 皮 型 
NO Wil endothelial nitric oxide synthase, eNOS) 抗 
Ws pU RENE SR A v AED LAST Santa Cruz 产 品 。 抗 B 
淋巴 细胞 瘤 -2 基因 (B-cell lymphoma-2, Bcl-2) ,Bcl-2 
相关 X 和 蛋白 (Bcl-2 Associated X Protein, Bax ) 抗 体 购 自 
Cell Signaling, SERI IRI H Roche; PARIA 
化 物 酶 标记 羊 抗 免 多 克隆 抗体 购 自 北京 中 杉 金 桥 生物 
技术 有 限 公 司 。 主 要 实验 仪器 : 酶 标 仪 (iMark， 
BIO-RAD) ,离心 机 (5418, Eppendorf) , 半 干 转 印 仪 
(Trans-Blot, Bio-Rad) ,垂直 电泳 仪 (Mini-PROTEAN， 
Bio-Rad). 

1.2 DRAAMA Ea e 28 

上 述 8~10 周 龄 C57BL/6J 小 鼠 , 分 成 阴性 对 照 组 、 
单纯 榭 皮 素 对 照 组 .内 素 素 血 症 组 以 及 榭 皮 素 干预 组 
(每 组 15~25 只 )。 阴 性 对 照 组 给 予 等 体积 生理 盐水 腹 
腔 注射 ,单纯 栅 皮 素 对 照 组 大 鼠 按 体质 量 食 用 含 按 栅 皮 
素 的 鼠 饲 料 (100 mg/kg) 7 d, 期 间 自 由 饮食 饮水。 内 
毒素 组 小 鼠 腹 腔 注射 LPS(10 mg/kg) 诱 导 内 毒素 血 
证 。 榭 皮 素 干 预 组 将 榭 皮 素 均匀 混合 于 鼠 饲 料 中 (含量 
100 mg/kg) ,给 药 7 d 后 ,腹腔 注射 LPS(10 mg/kg). 

1.3 DRS JEMNE 

利用 超声 心动 图 评价 LPS 和 (或 ) 处 理 后 的 心 功 
能 。 计 算 公式 : 射 血 分 数 (EF% )=[ 舒 张 未 期 左 室 容积 
(EDV)/ 舒 张 末期 左 室 容积 (ESV)-1]x100% ,FS%=[1- 
收缩 未 期 左 室 内 径 (LVDs)/ 舒 张 示 期 左 室 内 径 
(LVDd)]x100%。 

1.4 蛋白 表达 测定 (Western blot) 

将 小 鼠 心肌 组 织 用 刀片 切 碎 ,加 入 含 Proteinase 
Cocktail 的 组 织 裂解 液 充分 裂解 ,4 C 12 000 rpm 离心 
10 min, 上 清 即 为 细胞 总 蛋白 。 获 取 100 hg 和 蛋白 用 于 
SDS-PAGE。 分 离 的 总 蛋白 或 核 蛋 白 随 后 转 印 至 
PVDF 膜 上 (Millipore), 并 利用 含 5% 脱 脂 牛 奶 的 TBST 


封闭 1h, 随 后 加 入 一 抗 抗体 4 CERE ES LRE 
之 后 ,加 入 HRP 标 记 的 二 抗 纤 育 膜 1 h。ECL 发 光 \ 显 影 。 
1.5 NO 测定 

NO 测量 根据 Griess Reagent 原理 进行 。 按 照 试剂 
盒 提 供 的 方案 分 别 设 立 空 白 管 、 标 准 管 和 测定 管 ,分 别 
加 入 0.1 mL ddHO 100 pmol/L 标准 应 用 液 以 及 待 测 
样本 。 随 后 3 管 均 加 入 0.2 mL 试剂 1 和 试剂 2( 试 剂 
盒 提 供 )。 混 匀 ,37% 准 确 水 浴 60 min 后 ,加 入 试剂 3、 
试剂 4。 混 匀 30 s, 室 温 静 置 10 min,3500~4000 r/min 
离心 10 min, 取 上 清 0.5 mL, 加 入 0.6 mL TER, ZW 
静 置 10 min,550 nm 波长 测定 吸光 度 。 
1.6 统计 学 分 析 

获得 数据 均 以 均 数 + 标 准 差 表示 ,应 用 SPSS10.0 软 
件 , 均 数 间 比较 采用 单 因 素 方 差分 析 (one. way 
ANOVA) ,两 组 间 生 存 率 比较 采用 log-rank 检 验 。P< 
0.05 表示 差异 具有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 榭 皮 素 对 内 毒素 血 症 小 鼠 心 功能 的 影响 

与 生理 盐水 以 及 榭 皮 素 对 照 组 相 比 ,LPS 注射 后 ， 
小 鼠 的 EF% FS%、SV 和 CO 有 显著 变化 ; 榭 皮 素 预 处 
理 后 与 LPS 组 小 鼠 相 比 EF% FS% SV 和 CO 分 别提 高 
降低 或 增高 至 (41.08+6.34)%、(20.55+3.78)%、(19.57 土 
2.74)uL fI(8.3442.24)mL/min(P«0.05 , € 1). 
2.2 WRAKI SE dd UE EAE MS E 

LPS £f: 5 d 后 ,20 只 小 鼠 仅 存活 2 只 ,生存 率 为 
10% ,而 榭 皮 素 干预 组 20 只 小 鼠 $ d 后 存活 9 只 ,生存 率 
达 45%。 两 组 的 生存 率 比 较 , 差 异 具 有 统计 学 意义 (Ps< 
0.05, 图 1)。 
2.3 榭 皮 素 干预 对 内 毒素 血 症 小 据 心 肌 细 胞 凋 亡 相关 
蛋白 表达 的 影响 

建 模 6h 后 ,心肌 细胞 凋 亡 相关 和 蛋白 Bax 和 Bcl-2 
的 表达 见 图 2 所 示 。 生 理 盐水 和 单纯 榭 皮 素 处 理 组 Bax 
和 了 Bcl-2 时 一 定 水 平 表 达 。LPS 处 理 后 ,Bax 显著 增高 ， 
Bcl-2 轻微 降低 。 榭 皮 素 干预 后 ,Bax 降 至 对 照 组 水 
平 ,Bax/Bcl-2 比值 与 LPS 组 相 比 ,差异 具有 统计 学 意义 
(P<0.05)。 
2.4 榭 皮 素 对 NO 合成 酶 表达 的 影响 

单纯 给 予 生理 盐水 或 榭 皮 素 处 理 的 对 照 组 小 鼠 诱 
导 型 NO 合成 酶 (iNOS) 和 蛋白 表达 水 平 极 低 。LPS 处理 
后 ,心肌 组 织 中 iNOS 蛋白 水 平 显著 增高 。 而 经 榭 皮 素 
干预 后 ,iNOS 蛋白 表达 量 明显 降低 。 相 比 之 下 ,内皮 型 
NO 合成 酶 (eNOS) 在 对 照 组 呈 一 定 程 度 表 达 , 而 LPS 处 
理 后 表达 量 降 低 。 榭 皮 素 处 理 后 ,eNOS 蛋白 表达 水 平 
增高 。 此 外 ,iNOS 和 eNOS 的 mRNA 表达 情况 也 与 蛋 
白 表 达 类 似 (图 3B)。 
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表 1 榭 皮 素 对 内 毒素 血 症 小 鼠 心 功能 的 影响 


Tab.1 Effect of quercetin on cardiac function in LPS-challenged mice (1-8) 


Control group Quercetin group LPS group LPS+ Quercetin 
LVDs (mm) 2.41+0.17 2.36+0.28 3.1720.19* 2.88+0.36 
LVDd (mm) 3.64+0.13 3.72+0.20 3.29+0.31 3.64+0.24 
EF% 62.81+4.72 61.12+5.28 25.18+5.67* 41.08+6.34" 
FS% 33.21+3.08 33.91+5.27 10.81+3.64* 20.55+3.78" 
SV (uL) 31.88:x5.69 33.37+4.43 11.8123.07** 19.5722.74* 
CO (mL/min) 16.75x2.27 17.4622.78 5.15x1.88* 8.3442.24* 
HR (min?) 445.61+40.15 468.24+38.75 345.18+29.52* 371.08+46.91* 


*P«0.05, **P<0.01 vs control group; “P<0.05 vs LPS group. 
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图 1 榭 皮 素 干预 对 内 毒素 血 症 小 鼠 生 存 率 的 影响 


Fig.1 Effect of quercetin on the survival of LPS-challenged mice. 


Control Quercetin LPS LPS+ Quercetin 


图 2 del pz o PA s ILEN EONA CEA 
表达 的 影响 


Fig.2 Effect of quercetin on expression of apoptosis- 
associated protein in LPS-challenged mice. 


2.5 榭 皮 素 对 NO 生成 的 影响 
与 对 照 组 相 比 ,LPS 组 血清 NO 的 含量 增高 近 3.5 
。 榭 皮 素 处 理 后 ,NO 含量 显著 降低 (图 4)。 


3 讨论 
临床 和 动物 实验 证 实 , 顶 皮 素 对 多 种 因素 导致 的 组 
织 病 理 损 伤 具 有 保护 作用 ,包括 改善 心 衰 状 况 ,改善 脂 
质 和 糖 代 谢 , 同 时 也 具有 抗 高 血压 和 抗 心率 失 和 等 效 
果 。 既 然 如 此 ,那么 榭 皮 素 对 内 毒素 性 休克 是 否 也 具有 
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图 3 Tz zT HUGE PER HUE NRUNO S 表达 的 影响 
Fig.3 Effect of quercetin on NOS expression in LPS- 
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图 4 M RZEEXJLPS 处 理 小 鼠 NO 产 生 的 影响 


Fig.4 Effect of quercetin on NO production in 


LPS-4Quercetin 


LPS-challenged mice. *P«0.05 vs control and quercetin 
groups; ‘P<0.05 vs LPS group. 


保护 作用 ? 在 本 研究 当中 ,我 们 从 3 个 方面 证 实 了 这 一 
假说 。 首 先 ,采用 内 毒素 腹腔 注射 复制 了 内 毒素 休克 小 
E 通过 给 予 榭 皮 素 干 预 ,探讨 了 榭 皮 素 对 心脏 功 

的 影响。 本 研究 采用 的 是 超声 心动 图 检测 心脏 功 
能 。 结 果 显 示 ,LPS 处 理 后 ,小 鼠 主要 表现 为 左 室 收缩 

能 下 降 ,与 临床 感染 | 性 休克 患者 表现 一 致 构 皮 素 处 
a 小 鼠 心 功能 得 到 了 一 定 的 改善 。 通 过 持续 观察 小 
鼠 的 存活 率 , 结 果 显示 内 毒素 组 小 鼠 最 终 仅 存活 2 只 ， 
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而 榭 皮 素 干 预后 存活 率 达 45%。 这 表明 榭 皮 素 通过 改 
善心 脏 功 能 ,从 而 改善 了 小 鼠 的 生存 率 。 

其 次 ,我 们 对 心肌 组 织 中 NOS 的 表达 状况 以 及 NO 
的 水 平 也 进行 了 观察 。NO 合 成 的 底 物 是 LL- 精 氨 酸 ,在 
NO 合成 酶 (NOS) 的 作用 下 ,生成 NO 和 肘 氨 酸 。 内 毒 
素 血 症 所 产生 的 NO 可 激活 平 请 肌 细 胞 内 的 可 溶性 乌 
ER, AFAA ERKE cGMP”, cGMP X} i F 
滑 肌 细胞 具有 和 舒张 作用 ,并 能 增加 血管 .细胞 通 透 性 , 同 
时 也 影响 血管 对 其 他 活性 物质 的 敏感 性 ,进一步 降低 血 
压 , 加 重 休克 的 发 生 ”。 抑 制 iNOS 的 表达 或 活性 可 提 
高 休克 生存 率 症 ,日 iNOS 基 因 痪 除 小 鼠 内 毒素 处 理 后 ， 
可 明显 抑制 低 血 压 的 发 生 王 。 除 此 之 外 ,NO 也 能 导致 
硝化 应 激 的 发 生 。 主 要 表现 为 生物 大 分 子 如 DNA JR 
白 的 硝化 损伤 ,以 及 脂 质 过 氧化 .线粒体 功能 改变 和 细 
胞 凋 亡 中 。 在 感染 性 休克 死亡 的 患者 当中 ,心肌 冠状 
动脉 内 皮 细 胞 等 部 位 均 存 在 大 量 硝 基 酷 氨 酸 “。 动 物 
实验 也 证 实 , 内 毒素 休克 动物 中 也 有 明显 硝化 应 激 的 发 
生 中 。 本 研究 结果 显示 , LPS 作用 以 后 ,心肌 组 织 
eNOS 表达 明显 降低 ,而 iNOS 表达 明显 升 高 。 同 时 ， 
NO 产生 也 显著 高 于 对 照 组 ,同时 伴 有 硝 基 化 蛋白 的 异 
常 增加 。 给 予 榭 皮 素 干预 后 ,iNOS mRNA 和 和 蛋白 水 平 
明显 低 于 内 毒素 组 ,同时 ,eNOS 表达 水 平 有 所 增高 ， 
eNOS/iNOS 比值 增高 ,最 终 减少 了 NO 的 生成 和 心脏 硝 
化 应 激 的 程度 。 国 内 学 者 张弛 等 采用 盲肠 结扎 穿刺 法 
制备 脓 毒 症 大 鼠 模 型 ,通过 榭 皮 素 干 预后 ,结果 也 显示 
榭 皮 素 能 有 效 降低 心肌 组 织 iNOS 的 表达 及 NO 浓度 ， 
最 终 减 轻 肪 毒 症 心肌 损伤 5。 以 上 结果 表明 榭 皮 素 可 
能 对 于 各 种 不 同 原 因 引 起 的 感染 性 休克 均 具 有 一 定 的 
改善 作用 ,其 机 制 可 能 与 抑制 NO 的 生成 和 硝化 反应 的 
发 生 有 关 。 

Bcl-2 是 凋 亡 发 生 过 程 中 线粒体 途径 中 的 关键 调节 
因素 。Bcl-2 和 蛋白 稳定 线粒体 膜 上 通 透 性 转换 孔 ,从 而 
抑制 凋 亡 的 发 生 。 而 Bax 和 蛋白 在 凋 亡 因素 诱导 下 发 生 
构象 改变 ,并 从 细胞 质 转移 到 线粒体 膜 上 ,与 Bcl-2 形 成 
异 二 聚 体 而 促进 通 透 性 转换 孔 的 开启 而 启动 凋 亡 发 
生 "“。 本 研究 结果 显示 ,内 毒素 组 中 Bax 和 蛋白 表达 量 
明显 高 于 对 照 组 ,同时 Bcl-2 水 平 也 有 所 降低 。 榭 皮 素 
二 预后 ,Bax 表 达 降 低 ,Bcl-2 增 高 ,Bax/Bcl-2 比值 降 
低 。 这 表明 榭 皮 素 可 能 通过 影响 心肌 细胞 凋 亡 , 最 终 改 
善 内 毒素 血 症 大 鼠 的 生存 率 。 

总 之 ,本 研究 证 实 榭 皮 素 可 抑制 内 毒素 诱导 的 
iNOS 表达 ,从 而 减少 NO 的 合成 ,由 此 可 能 减弱 了 硝化 
应 激 反应 所 致 的 心肌 细胞 损伤 ,最终 改善 大 鼠 的 生存 
率 。 另 一 方面 , 榭 皮 素 也 可 改善 促 凋 亡 分 子 Bax 和 凋 亡 
抑制 分 子 Bcl-2 的 比例 ,从 而 抑制 心肌 细胞 凋 亡 的 发 生 ， 
从 而 减轻 了 内 源 性 活性 氮 介 导 的 心 功能 不 全 。 榭 皮 素 
是 一 种 黄酮 类 化 合 物 , 经 消化 道 给 药 后 ,部 分 是 以 原形 


吸收 ,而 男 一 部 分 是 经 过 胃 肠 道 微生物 菌 群 或 酶 转化 为 
异 鼠 李 素 或 树 柳 素 等 其 他 黄酮 类 物质 后 进入 血液 ”。 
榭 皮 素 在 体内 对 酷 氨 酸 蛋 白 激酶 活性 具有 抑制 作用 ,而 
异 鼠 李 素 可 显著 促进 细胞 色素 P450 超 家 族 CYP3A4 的 
转录 ,并 对 去 甲 肯 上 腺 素 诱导 血管 平滑 肌 细 胞 增殖 具有 
抑制 作用 2 吕 。 因 此 究竟 是 榭 皮 素 的 何 种 活性 成 分 下 调 
硝化 应 激 反应 , 仍 有 待 进一步 研究 。 
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